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Lista de Figuras:  
 
Figura 1: Representação esquemática do desenho experimental. As barras pretas 
representam os períodos de experimentação, conforme o dia pós-natal (PND). As setas 
pretas representam os dias em que os animais receberam administração de salina (SAL) ou 
Etanol (EtOH) e imediatamente depois, foram colocados nas caixas de atividade locomotora 
para avaliação da ambulação por 15 min. Abaixo, estão representados os dias: D0 (resposta 
locomotora ao ambiente novo); D1, D2, D3, D4 e D5 (os dias de tratamento da fase de 
indução); desafio salina e desafio etanol (fase de expressão). As setas cinzas representam 
os dias em que foram feitas coletas de sangue pelo plexo retro-orbital para as dosagens de 
CORT. 
 
Figura 2: Efeito da separação materna, breve (SMB) e longa (SML), no 
desenvolvimento da sensibilização comportamental (fase de indução) de camundongos 
machos e fêmeas. Atividade locomotora (média erro padrão de 9-14 machos e 10-13 
fêmeas/grupo/tratamento) nos 5 dias de tratamento com salina (gráficos superiores) ou 
etanol (gráficos inferiores) em camundongos AFR (losango branco), SMB (quadrado cinza) e 
SML (triângulo preto), machos (gráficos da esquerda) e fêmeas (gráficos da direita). 
† - Diferente do D1 
 
Figura 3: Efeito da separação materna, breve (SMB) e longa (SML), na expressão 
da sensibilização comportamental. Atividade locomotora (média ± erro padrão de 9-14 
machos e 10-13 fêmeas/grupo/tratamento) nos desafios salina (gráficos superiores) e etanol 
(gráficos inferiores) de camundongos machos (gráficos da esquerda) e fêmeas (gráficos da 
direita) AFR, SMB e SML pré-tratados com SAL ou EtOH. 
# - Diferente dos animais pré-tratados com SAL 
@ - Diferente dos grupos AFR e SMB 
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Figura 4: Concentrações plasmáticas de CORT dos animais AFR, SMB e SML: 
basais (sem tratamento), em resposta ao 1º dia de tratamento e ao desafio EtOH. Valores 
estão representados como média (ng/ml) ± erro padrão de 9-13 camundongos/grupo. 
Gráficos superiores mostram os animais tratados com salina e os gráficos inferiores, os 
animais tratados com EtOH. Os resultados dos machos estão representados nos gráficos da 
esquerda e os das fêmeas, nos gráficos da direita. Nos quadros na parte superior à 
esquerda (machos) e à direita (fêmeas) estão representados os resultados das 
concentrações basais de CORT para cada grupo. 
* Diferente do grupo SMB 
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 O estresse no início da vida está associado com uma disfunção do eixo hipotálamo-
hipófise-adrenal (HPA) e com o aumento da vulnerabilidade ao abuso de drogas. 
Objetivos: Investigar os efeitos das separações maternas breve (SMB) e longa (SML) na 
resposta do eixo HPA e na sensibilização comportamental ao etanol (EtOH) em 
camundongos machos e fêmeas. 
Materiais e Métodos: Do 2º ao 14º dia de vida, os animais foram submetidos à SML (os 
filhotes ficaram 3 h/dia separados da mãe), SMB (os filhotes ficaram 15 min/dia separados 
da mãe) ou não foram separados, somente manipulados para a limpeza das gaiolas-
moradia (animal facility rearing - AFR). Quando adultos, os animais foram tratados em dias 
alternados com salina (SAL) ou EtOH (2,2 g/kg), i.p., durante 10 dias e sua atividade 
locomotora avaliada por 15 min imediatamente após a administração. Quarenta e oito horas 
após a quinta administração, todos os animais receberam uma administração de SAL 
(Desafio SAL) e quarenta e oito horas depois, os animais receberam uma administração de 
EtOH (desafio EtOH). As concentrações plasmáticas de corticosterona (CORT) foram 
determinadas uma semana antes do início do tratamento (basal), vinte min após a primeira 
administração e vinte minutos após o desafio EtOH. 
Resultados: Fêmeas SML apresentaram concentrações basais de CORT maiores do que 
fêmeas SMB, mas a resposta de CORT ao EtOH foi semelhante entre os grupos. O 
tratamento crônico com EtOH induziu a sensibilização comportamental nas fêmeas SMB e 
SML, mas esta foi mais rápida nas fêmeas SML (a partir do 4º dia vs no 5º dia de tratamento 
para as fêmeas SMB).  
Machos SML e SMB apresentaram concentrações basais de CORT semelhantes ao 
grupo AFR, mas o aumento nas concentrações de CORT induzido pelo EtOH foi maior nos 
animais SML e SMB. Administração repetida de EtOH induziu a sensibilização 
comportamental nos machos, independente da manipulação neonatal. 
Conclusões: SML e SMB produziram efeitos gênero-dependentes. Em machos, SML e SMB 
aumentaram a resposta de CORT ao EtOH, mas não modificaram a sensibilização 
comportamental. Em fêmeas, SML aumentou a liberação basal de CORT em fêmeas 
comparada com SMB. SML e SMB facilitaram o desenvolvimento da sensibilização 
comportamental ao EtOH, sendo que as fêmeas SML desenvolveram esse fenômeno mais 
rápido, o que pode sugerir uma maior vulnerabilidade ao abuso de drogas. As 
concentrações de CORT parecem não estar envolvidas com esta aceleração no 
desenvolvimento da sensibilização comportamental. 
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O álcool é a droga mais consumida em todo o mundo. Segundo o I Levantamento 
Domiciliar Sobre o Uso de Drogas Psicotrópicas no Brasil, realizado pelo Centro Brasileiro 
de Informações Sobre Drogas Psicotrópicas (CEBRID) (Carlini 2001), aproximadamente 
70% da população entrevistada (mais de 200 mil habitantes) fizeram uso de bebidas 
alcoólicas na vida. Aproximadamente 5% desta população fazem uso regular, com consumo 
mínimo de três a quatro vezes por semana. O consumo exagerado de bebidas alcoólicas 
está associado a inúmeros acidentes de trânsito e de violência associada a episódios de 
embriaguez. A longo-prazo, dependendo da dose, freqüência e circunstâncias, pode 
provocar um quadro de dependência conhecido como alcoolismo. A estimativa da população 
brasileira dependente de álcool é de mais de 2 milhões de pessoas (Carlini 2001). O 
alcoolismo é um dos problemas mais preocupantes não só no Brasil, mas também em todo 
o mundo. Os fatores que podem levar ao alcoolismo são variados, podendo ser de origem 
biológica, psicológica, sociocultural ou a combinação entre estes fatores. 
O álcool é classificado como uma droga depressora do Sistema Nervoso Central 
(SNC), mas apresenta um efeito bifásico dose-dependente em humanos e roedores 
(Pohorecky 1977). Em baixas doses é estimulante, aumentando a atividade locomotora em 
animais, associado à ativação de neurônios dopaminérgicos e em altas doses é depressor, 
por sua ação facilitadora gabaérgica. Além destes sistemas de neurotransmissão, também 
atua em outros sistemas de neurotransmissão, tais como os sistemas opióide, 
serotonérgico, glutamatérgico.   
Assim como as outras drogas de abuso, o álcool/etanol (EtOH) ativa as vias de 
recompensa cerebral, principalmente as vias dopaminérgicas mesolímbica e mesocortical; 
sendo este um mecanismo biológico comum entre as drogas de abuso. A via dopaminérgica 
mesolímbica é composta por neurônios dopaminérgicos que partem da área tegmental 
ventral (ATV) e se projetam para o núcleo accumbens (N.Acc) e no caso da via 
dopaminérgica mesocortical, os neurônios DA partem da ATV e se projetam para o córtex 
pré-frontal (CPF). A ativação da via mesolímbica resulta em aumento da dopamina (DA) no 
N.Acc, que está associado ao efeito estimulante das drogas. Além disso, segundo a teoria 
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de Wise & Bozart (1987), estas vias parecem ser fundamentais para os efeitos reforçadores 
das drogas de abuso como cocaína, morfina e EtOH.  
 
Sensibilização comportamental: 
A administração repetida de baixas doses de EtOH, assim como de 
psicoestimulantes e morfina, promove um aumento progressivo da resposta comportamental 
aos efeitos estimulantes da droga em camundongos (Fish et al. 2002; Masur & Boerngen 
1980; Masur et al. 1986; Phillips et al. 1997), fenômeno conhecido como sensibilização 
comportamental ou “tolerância reversa” (Robinson & Berridge 1993; 2000). Além de uma 
mudança comportamental, a administração repetida da droga resulta em uma alteração 
persistente no funcionamento do circuito de recompensa cerebral, que é sugerida ser 
importante para o processo de dependência por aumentar suas propriedades motivacionais 
(Piazza et al. 1989) e promover a sua procura e o seu uso compulsivo (Robinson & Berridge 
1993). Este efeito é evidenciado por estudos que mostram que a exposição prévia a drogas 
aumenta a preferência condicionada ao lugar, induzida pelo pareamento da droga a um 
determinado conjunto de pistas ambientais e também aumento da predisposição à auto-
administração. Além disso, animais pré-tratados com a droga trabalham mais para consegui-
la, em procedimento em que o animal precisa pressionar uma barra cada vez mais vezes 
para obter a droga (taxa progressiva) (para revisão, ver (Vezina 2004).   
Pierce & Kalivas (1997) propuseram um circuito neural integrado que mediaria a 
sensibilização comportamental, no qual participam a ATV, N. Acc e CPF, sendo os sistemas 
dopaminérgicos, glutamatérgicos e GABAérgicos os mediadores desse circuito. Alterações 
na neurotransmissão desses sistemas no circuito motivacional seriam necessárias para que 
ocorresse a sensibilização, o que resultaria em aumento da liberação de DA no N. Acc em 
resposta a uma dose-desafio da droga (Pierce & Kalivas 1997). 
A sensibilização comportamental pode ser dividida em duas fases: fase de indução, 
que ocorre durante o tratamento repetido com a droga e a fase de expressão, em que os 
animais recebem um desafio com a droga após um período de abstinência da droga. Além 
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de serem temporalmente distintas, há relatos de que estas fases envolvem substratos 
neurobiológicos diferentes (Cador et al. 1995). A ATV está mais envolvida com a fase de 
indução e o N. Acc, com a expressão da sensibilização comportamental (Vanderschuren & 
Kalivas 2000). Alguns tratamentos que interferem na indução podem não modificar a 
expressão e vice-versa (Camarini et al. 2000; Johnson et al. 1995; Prasad et al. 1996).  
  
Estresse e sensibilização comportamental: 
Um fator que pode afetar a sensibilização comportamental é o estresse. As drogas 
de abuso ativam vários sistemas, incluindo o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) (Kuhn 
& Francis 1997; Lee & Rivier 1997; Lee et al. 2001; Ogilvie & Rivier 1997; Rhodes et al. 
2001; Rivier 1996). Após a administração repetida da droga pode ocorrer uma tolerância do 
eixo HPA (Lee & Rivier 1997; Rivier & Lee 2001), assim como uma sensibilização (Barr et al. 
2002). 
 O eixo HPA é ativado em situações estressantes, de modo que o núcleo 
paraventricular do hipotálamo secreta o hormônio liberador de corticotrofina (CRH), que é 
liberado na circulação porta-hipofisária. Atingindo a hipófise, o CRH promove a quebra da 
pro-opiomelanocortina, sendo o hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) um de seus produtos. 
Este atinge a corrente sanguínea geral e estimula o córtex das glândulas adrenais a liberar 
os glicocorticóides (GCs), cortisol em humanos e corticosterona (CORT) em roedores. Os 
GCs, juntamente com a adrenalina liberada pela medula das glândulas adrenais, preparam 
o organismo para enfrentar o estressor, atuando no metabolismo de carboidratos e lipídios, 
com a finalidade de fornecer o substrato energético para a resposta de luta ou fuga. No 
entanto, o excesso de GCs pode levar a uma série de alterações prejudiciais. Portanto, a 
ativação do eixo HPA é controlada por uma ação inibitória dos GCs sobre a secreção de 
CRH e ACTH (“feedback” negativo), por meio de sua ligação com receptores específicos. 
Estes podem ser de dois tipos: 1) Receptores mineralocorticóides (MR), que apresentam 
alta afinidade pelos ligantes endógenos e parecem estar envolvidos na atividade basal do 
eixo HPA e 2) Receptores glicocorticóides (GR), que têm baixa afinidade pelos ligantes 
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endógenos, mas alta pelos ligantes sintéticos e parecem estar envolvidos com o sistema de 
“feedback” negativo. 
Assim como as drogas de abuso, agentes estressores também aumentam a 
concentração de DA extracelular (Castro & Zigmond 2001; Dazzi et al. 2001; Rouge-Pont et 
al. 1998; Takahashi et al. 1998). Isso porque um dos locais de ação dos GCs é a via 
dopaminérgica mesolímbica (Piazza & Le Moal 1998). Os GCs se ligam a receptores GR 
nos corpos celulares dos neurônios dopaminérgicos da ATV (Harfstrand et al. 1986), o que 
resultaria num aumento da liberação de DA no N.Acc. Evidências para essa ação vêm de 
estudos em que a adrenalectomia diminui a liberação de DA no N. Acc induzida pelo 
estresse de pinçamento da cauda (“tail-pinch”) e a reposição com CORT reverte este efeito 
(Rouge-Pont et al. 1998). Além disso, o aumento da liberação de DA no N. Acc em resposta 
à cocaína em animais estressados é diminuída pela administração de metirapona, um 
inibidor da síntese de CORT (Rouge-Pont et al. 1995). 
Situações estressoras aumentam as respostas comportamentais à drogas de abuso 
(Covington & Miczek 2001; del Rosario et al. 2002; Diaz-Otanez et al. 1997; Marinelli & 
Piazza 2002; Nikulina et al. 2004; Phillips et al. 1997; Yap et al. 2005) e a auto-
administração de drogas de abuso (Piazza & Le Moal 1998; Sinha 2001). Estresse de 
restrição aumenta a resposta locomotora à morfina (del Rosario et al. 2002) e a auto-
administração à morfina (ver Piazza & Le Moal 1998). Quatro episódios de estresse de 
derrota social aumentou a resposta locomotora à anfetamina e à cocaína (Covington & 
Miczek 2001). Estresse social aumenta a auto-administração à anfetamina e à cocaína (ver 
Piazza & Le Moal 1998). Estes efeitos parece ser dependente dos GCs,  uma vez que a 
adrenalectomia e a metirapona (inibidor da síntese de corticosterona) diminuem as 
respostas comportamentais à cocaína (Marinelli et al. 1997). Este efeito pode ser revertido 
com a reposição de CORT em altas concentrações (50 mg) (Marinelli et al. 1997). A 
adrenalectomia bloqueia o desenvolvimento da sensibilização comportamental à nicotina 
(Johnson et al. 1995). Este efeito pode ser revertido pelo tratamento com CORT e 
dexametasona, agonistas do receptor GR, mas não com o agonista MR, aldosterona, 
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mostrando que os receptores GR são mais importantes na sensibilização comportamental 
do que os receptores MR (Johnson et al. 1995). Corroborando esta idéia, Roberts e 
colaboradores (1995) mostraram que a administração de um antagonista específico de 
receptores GR atenuou a sensibilização ao efeito estimulante do etanol, mostrando a 
importância dessa classe de receptores para a sensibilização comportamental ao etanol. É 
importante ressaltar que os GCs parecem participar da sensibilização comportamental 
durante a fase de indução, mas não na fase de expressão da sensibilização comportamental 
(Johnson et al. 1995; Prasad et al. 1996). 
 
Separação materna: 
Alterações na resposta do eixo HPA ao estresse podem produzir modificações nas 
respostas comportamentais às drogas de abuso. O estresse no início da vida resulta em 
alterações na resposta do eixo HPA ao estresse na idade adulta. Entre os paradigmas 
descritos na literatura para verificar os efeitos do estresse no início da vida, daremos ênfase 
às Separações Maternas.  
Estes paradigmas consistem na separação dos filhotes da mãe durante um período 
da vida em que o cuidado materno é fundamental para o desenvolvimento adequado do 
neonato. Esse período, conhecido como “período de hiporresponsividade ao estresse” 
(PHRE), estende-se do 4° ao 14° dia de vida e é marcado por uma redução da sensibilidade 
das adrenais ao ACTH (Rosenfeld et al. 1992). A separação dos filhotes de suas mães por 
24 h durante o PRHE aumenta as concentrações de CORT basais e em resposta ao 
estresse no infante (Levine et al. 1992; Rosenfeld et al. 1993; Rosenfeld et al. 1991; 
Suchecki et al. 1993a; Suchecki et al. 1995). Este efeito acontece porque muitas respostas 
fisiológicas do filhote são reguladas por comportamentos maternos específicos, como por 
exemplo, a liberação de CORT é principalmente regulada pela amamentação (Rosenfeld et 
al. 1993) e a liberação de ACTH é inibida pela limpeza ano-genital (Suchecki et al. 1993b). 
A qualidade dos cuidados maternos também pode modular o desenvolvimento do 
eixo HPA e, conseqüentemente, determinar a capacidade de ratos para lidar com estímulos 
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estressores. Por exemplo, filhotes de mães cuidadosas apresentam menores respostas de 
ACTH e CORT ao estresse (Liu et al. 1997), maior expressão de RNAm de receptores GR 
no hipocampo, ou seja, maior sensibilidade ao "feedback” negativo na idade adulta do que 
os filhotes de mães menos cuidadosas (Caldji et al. 1998). Além do eixo HPA, a qualidade 
dos cuidados maternos também altera outros sistemas de neurotransmissão envolvidos com 
os comportamentos de medo e ansiedade, de modo que filhotes de mães cuidadosas 
apresentam maior número de receptores benzodiazepínicos e de receptores 2-
adrenérgicos no locus coeruleus e no núcleo do trato solitário (Caldji et al. 1998), maior 
número de receptores de oxitocina (em fêmeas) e de vasopressina (em machos) comparado 
aos filhotes de mães menos cuidadosas (Francis et al. 2002). 
 Os efeitos da separação materna são dependentes do tempo em que os neonatos 
ficam longe da mãe. A maioria dos estudos compara os efeitos da separação materna por 
longos períodos de tempo (separação materna longa – SML) com aqueles induzidos pela 
separação materna por curtos períodos de tempo (separação materna breve – SMB) na 
idade adulta.  
A maioria dos trabalhos mostra que a separação materna não modifica a atividade 
basal do eixo HPA, ou seja, não há diferenças nas concentrações basais de CORT entre os 
animais submetidos à SML, SMB e os animais controle (Ladd et al. 2000; Parfitt et al. 2004; 
Plotsky & Meaney 1993; Tiba et al. 2004). O efeito da separação materna ocorre na 
responsividade do eixo HPA ao estresse. Os animais submetidos à SMB mostram uma 
atenuação da resposta do eixo HPA ao estresse (Levine 1967; Meaney et al. 1996; Meerlo 
et al. 1999; Parfitt et al. 2004; Plotsky & Meaney 1993; Pryce & Feldon 2003). No entanto, há 
trabalhos que mostram que não há diferença entre os animais SMB e controle (Kalinichev et 
al. 2002b; Tiba et al. 2004). Por outro lado, os animais submetidos à SML apresentam maior 
resposta de ACTH (ver (Ladd et al. 2000) e CORT ao estresse comparado com os animais 
controles (Kalinichev et al. 2002b; Ladd et al. 2000) e SMB (Huot et al. 2001; Kalinichev et 
al. 2002b; Ladd et al. 2000; Ladd et al. 2004; Ladd et al. 2005; Parfitt et al. 2004; Plotsky & 
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Meaney 1993). Entretanto, há trabalhos que mostram que não há diferenças entre SML e 
controles (Plotsky & Meaney 1993; Tiba et al. 2004) e SML e SMB (Tiba et al. 2004). 
Além disso, a SML diminui o número de receptores GR no hipocampo (Meaney et al. 
1996), o que justificaria o prejuízo no “feedback” negativo, que tem sido descrito nestes 
animais (Ladd et al. 2004). Diferentemente, os animais SMB apresentam um aumento na 
densidade de receptores GR no hipocampo (Meaney et al. 1996). No entanto, não foram 
detectadas diferenças significativas na imunoreatividade de GR no hipocampo entre SML e 
SMB em camundongos (Kikusui et al. 2005). 
Além das alterações hormonais, tem sido descrito que a separação materna produz 
alterações neuroquímicas, incluindo o sistema dopaminérgico. Apesar de um trabalho com 
camundongos mostrar que a separação materna não altera a imunoreatividade de 
transportador de DA (DAT), que é responsável pela captação da DA na fenda sináptica 
(Kikusui et al. 2005), um trabalho com ratos mostrou que animais submetidos à SML 
apresentam menores níveis de DAT (Meaney et al. 2002). Além disso, Ploj et al. (2003) 
mostraram que os animais SML apresentam menor quantidade de receptores D2 na ATV, 
que são auto-receptores e inibem a liberação de DA. Ambos os dados corroboram os 
resultados de Brake et al. (2004) que mostram que animais SML liberam mais DA do que os 
animais SMB em resposta ao estresse.  
 
Separação materna e drogas: 
 Tem se descrito que a SML aumenta a vulnerabilidade ao abuso de drogas, pois 
aumenta a auto-administração de psicoestimulantes (ver (Moffett et al. 2007) e potencializa 
os efeitos estimulantes da cocaína em camundongos machos e fêmeas (Kikusui et al. 2005). 
No entanto, esse resultado não é consensual, uma vez que tem se mostrado que a SML não 
modifica a resposta locomotora à cocaína (Marin & Planeta 2004) nem a expressão da 
sensibilização comportamental à anfetamina em machos (Weiss et al. 2001), porém diminui 
a expressão da sensibilização comportamental à cocaína em fêmeas (Li et al. 2003).  
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 Além disso, a SML aumenta a ingestão de EtOH em machos (Huot et al. 2001; Ploj 
et al. 2003; Roman & Nylander 2005), mas não em fêmeas (Gustafsson et al. 2005; Roman 
et al. 2004). No entanto, há alguns trabalhos mostrando que o grupo SML ingere mais EtOH 
do que o grupo SMB (Jaworski et al. 2005). Diferentemente do grupo SML, animais 
submetidos à SMB apresentam um consumo de EtOH menor do que o grupo controle (Ploj 
et al. 2003).  
 
Diferenças sexuais: 
Assim como estes efeitos da separação materna no consumo de EtOH, muitos 
efeitos da separação materna são gênero-dependentes (Kalinichev et al. 2002a; Kosten et 
al. 2006; McIntosh et al. 1999; Romeo et al. 2003; Slotten et al. 2006; Wigger & Neumann 
1999). Uma possível explicação para esse efeito é que a relação mãe-filhote durante o 
período pós-natal difere entre os filhotes machos e fêmeas (Moore & Morelli 1979).  
Outro fator que contribui para as diferenças sexuais são os hormônios sexuais, que 
podem influenciar tanto a resposta do eixo HPA ao estresse como as respostas 
comportamentais às drogas de abuso. Fêmeas liberam mais CORT do que machos tanto na 
atividade basal do eixo HPA (Critchlow et al. 1963; McCormick et al. 2005; Seale et al. 2004) 
como em resposta ao estresse (Rivier 1993). Há indícios de que as concentrações basais de 
CORT e as respostas de CORT e ACTH sejam influenciadas pelos hormônios sexuais, uma 
vez que a gonadectomia abole as diferenças sexuais nas concentrações basais de CORT 
(Critchlow et al. 1963) e na resposta de ACTH ao EtOH (Rivier 1993). Porém, a resposta de 
CORT ao EtOH, permanece maior em fêmeas ovariectomizadas do que machos castrados 
(Rivier 1993). No entanto, outros trabalhos mostram que machos castrados apresentam 
maiores respostas de ACTH e CORT ao estresse do que fêmeas ovariectomizadas. Isto 
ocorre porque a ovariectomia diminui as respostas de ACTH e CORT ao estresse (Seale et 
al. 2004) e a castração aumenta estas respostas (Handa et al. 1994; Seale et al. 2004). 
Estes dados sugerem que o estrógeno e testosterona possuem ações antagônicas no eixo 
HPA, sendo o primeiro estimulante e o segundo inibidor. 
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Além disso, fêmeas apresentam maior sensibilização comportamental (Becker et al. 
2001; Chin et al. 2002; Phillips et al. 1997; Roberts et al. 1995), auto-administração de 
psicoestimulantes (Roth et al. 2004) e consumo de EtOH (Blanchard et al. 1993) do que 
machos. Este efeito pode ser devido ao fato de que fêmeas apresentam maior liberação de 
DA no N. Acc em resposta ao EtOH do que machos (Blanchard et al. 1993). Os hormônios 
gonadais parecem influenciar a busca e respostas comportamentais às drogas de abuso, 
uma vez que a ovariectomia diminui a hiperatividade das fêmeas após tratamento crônico 
com cocaína comparado aos machos (Harrod et al. 2005) e previne o aumento progressivo 
da atividade locomotora à morfina (Stewart & Rodaros 1999); além disso, o tratamento de 
fêmeas ovariectomizadas com estrógeno aumenta a sensibilização comportamental à 
cocaína (Hu & Becker 2003) e a auto-administração de cocaína (Hu et al. 2004). No entanto, 
a influência dos hormônios gonadais na auto-administração de drogas que não sejam 
psicoestimulantes ainda não é consensual (Roth et al. 2004).  
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HIPÓTESE: 
 Se a separação materna longa aumenta a liberação de GCs e os GCs ativam a via 
dopaminérgica mesolímbica, envolvida com a sensibilização comportamental, a hipótese 
é que os animais submetidos à separação materna longa apresentem mais 
sensibilização do que os outros grupos.  
 Como os animais submetidos à separação materna breve apresentam diminuição da 
liberação de GCs, esperamos observar uma diminuição na sensibilização 
comportamental comparada com os animais do grupo controle. 
 
 
OBJETIVOS:  
 
1- Verificar os efeitos das separações maternas, breve e longa, na atividade basal e na 
resposta do eixo HPA.  
 
 
2- Verificar os efeitos das separações maternas, breve e longa, no desenvolvimento e na 
expressão da sensibilização comportamental ao efeito estimulante do etanol em 
camundongos machos e fêmeas. 
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Sujeitos:  
Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, criados no Biotério do 
Departamento de Psicobiologia da Escola Paulista de Medicina para cruzamento. Os 
animais foram mantidos sob condições constantes de iluminação (ciclo claro-escuro de 12 h, 
luzes acesas entre 7h00 e 19h00) e temperatura ambiente (23 ± 2°C).  
 
Soluções:  
 Salina: 0,9 % de NaCl (SAL) 
 Etanol: 2,2 g/kg, 15% p/v em 0,9 % NaCl (EtOH) 
 
Aparelhos:  
 Caixas de atividade Opto-Varimex (Columbus Instruments, EUA), providas de 16 pares 
de feixes fotoelétricos conectados a um contador digital, acionado a cada passagem do 
animal e a um computador com programa para contagem da atividade motora horizontal. 
 
Separação materna:  
Para o cruzamento, os machos permaneceram com as fêmeas (1:2) por um período 
de 10 dias, quando então foram retirados e as fêmeas alojadas individualmente em gaiolas 
plásticas. Cinco dias após o alojamento individual das fêmeas, as gaiolas foram 
inspecionadas diariamente para detecção de filhotes. O dia do nascimento foi designado Dia 
pós-natal 0 (PND). No PND 1, as ninhadas foram homogeneizadas para 5 machos e 5 
fêmeas. Entre os dias 2 e 14 de vida, os animais foram submetidos à separação materna, 
conforme descrito abaixo. Ao final do período de manipulação, mãe e ninhada 
permaneceram juntas na gaiola-moradia, sem distúrbio, até o desmame, aos 22 dias de 
vida, quando então os filhotes foram separados por sexo e alojados em grupos de 20 em 
gaiolas plásticas.  
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Grupos:  
As ninhadas foram distribuídas, aleatoriamente, em: 
1- Separação materna longa (SML): entre os dias 2 e 14 de vida, os filhotes foram 
separados diariamente de suas mães por um período de 3 h.  
2- Separação materna breve (SMB): entre os dias 2 e 14 de vida, os filhotes ficaram 
separados da mãe por um período de 15 min. 
3- Animal facility rearing (AFR): os filhotes não foram manipulados, exceto para a 
limpeza das gaiolas-moradia (três vezes por semana). 
 
Cada ninhada dos grupos SML e SMB foi retirada da gaiola-moradia e alojada em 
outra gaiola sobre uma almofada elétrica, para manter a temperatura do ninho. Uma vez por 
semana, durante o período de manipulação, as gaiolas-moradia foram limpas, substituindo-
se metade da serragem por material novo. 
 Neste experimento foi utilizado o grupo AFR como grupo controle para podermos 
comparar os nossos resultados com outros dados do nosso laboratório e, além disso, 
porque o grupo não manipulado, comumente utilizado como grupo controle, apresenta maior 
preferência ao EtOH do que os grupos AFR, SMB, SML e SM 0 (apresenta a mesma rotina 
de limpeza das caixas dos animais SMB e SML, são manipulados todos os dias, mas não 
são separados de suas mães), enquanto que o grupo AFR apresenta preferência 
semelhante à do grupo SM 0 (Moffett et al. 2007). 
 
Sensibilização comportamental:  
Resposta locomotora ao ambiente novo (D0): Aos 90 dias de vida, os animais foram 
testados na caixa de atividade por 15 min para verificar a resposta locomotora ao ambiente 
novo. Os resultados desta primeira exposição à caixa de atividade serviram como base para 
a distribuição dos animais entre os tratamentos.  
Quarenta e oito horas após a primeira exposição, os animais foram novamente 
expostos às caixas de atividade por 15 min sem a droga. 
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Fase de Indução: Quarenta e oito horas após, iniciou-se o tratamento crônico com SAL ou 
EtOH que consistiu de 5 sessões espaçadas por 48h (D1, D2, D3, D4 e D5), como mostrado 
na Fig. 1. Em cada sessão, um grupo de animais recebeu administração intraperitoneal (i.p.) 
de 2,2 g/kg de EtOH e o outro grupo recebeu volume equivalente de SAL i.p. Imediatamente 
após a administração de EtOH ou SAL, os animais foram colocados individualmente nas 
caixas de atividade locomotora e a ambulação foi registrada por 15 minutos.  
 
Fase de Expressão: Após 48h, todos os animais receberam uma administração i.p. de salina 
e foram testados nas caixas de atividade por 15 min para verificar se os animais 
condicionaram o efeito da droga ao ambiente e 48h depois, todos os animais receberam 2,2 
g/kg de etanol i.p. e foram testados nas caixas de atividade por 15 min para verificar a 
expressão da sensibilização comportamental, como mostrado na Fig. 1.  
 Todos os experimentos foram realizados no período da tarde (entre 12:00h e 
17:00h). 
 
Coletas de sangue e dosagem de CORT:  
Coletas de sangue do plexo retro-orbital foram realizadas em 3 momentos: uma 
semana antes do início do tratamento (basal), 20 min após a primeira administração de SAL 
ou EtOH (D1) e 20 min após a administração de EtOH no desafio EtOH (Fig. 1). Os animais 
foram rapidamente anestesiados com éter e o sangue retirado do plexo com pipeta Pasteur 
de 230mm. As amostras de sangue foram coletadas em microtubos gelados contendo uma 
solução de EDTA (60 mg/ml) e centrifugadas a 2.300 rpm por 15 min a 4ºC. O plasma foi 
extraído e mantido em freezer a -20°C até a determinação dos níveis de CORT.  
Dosagem de CORT foi realizada pelo método de radioimunoensaio utilizando kit 
comercial (ICN Biomedicals, CA, USA) com uma modificação do método original (5 l de 
plasma e metade do volume dos reagentes) desenvolvido por Thrivikraman et al. (1997). A 
sensibilidade do ensaio é 25 ng/ml e variações intra e entre ensaios são de 10,3% e 7,1%, 
respectivamente.
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Figura 1: Representação esquemática do desenho experimental. As barras pretas 
representam os períodos de experimentação, conforme o dia pós-natal (PND). As setas 
pretas representam os dias em que os animais receberam administração de salina (SAL) ou 
Etanol (EtOH) e imediatamente depois, foram colocados nas caixas de atividade locomotora 
para avaliação da ambulação por 15 min. Abaixo, estão representados os dias: D0 (resposta 
locomotora ao ambiente novo); D1, D2, D3, D4 e D5 (os dias de tratamento da fase de 
indução); desafio salina e desafio etanol (fase de expressão). As setas cinzas representam 
os dias em que foram feitas coletas de sangue pelo plexo retro-orbital para posterior 
dosagem de CORT. 
 
Análise Estatística:  
Resposta locomotora ao ambiente novo (D0): Os resultados da primeira exposição às caixas 
de atividade foram analisados pela análise de variância (ANOVA) de 2 vias, cujos fatores 
foram: Grupo (AFR, SMB e SML) e Gênero (Fêmea e Macho).    
Fase de Indução e Fase de Expressão da Sensibilização comportamental: Como a resposta 
locomotora no D0 foi diferente entre machos e fêmeas, para a análise dos resultados das 
fases de indução e expressão da sensibilização comportamental foi utilizada a Análise de 
Co-Variância (ANCOVA), cujos fatores foram: Grupo, Tratamento (SAL e EtOH), Dia (D1, 
D2, D3, D4, D5 – medida repetida) e Gênero para a fase de indução e Grupo, Tratamento e 
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Gênero para a fase de expressão. A atividade locomotora no D0 foi utilizada como co-
variável. 
Concentrações de CORT: Análise da CORT basal foi realizada por ANOVA de 2 vias, cujos 
fatores foram: Grupo e Gênero. Como os grupos apresentaram concentrações basais de 
CORT diferentes, ANCOVA foi utilizada para analisar as respostas de CORT à 
administração aguda de SAL ou EtOH (D1) e ao desafio EtOH, cujos fatores foram: Grupo, 
Tratamento e Gênero e as concentrações basais de CORT foram utilizadas como co-
variável.  
 Para todas as análises, uma vez detectado o efeito principal do fator gênero, foi 
realizada análise separada para cada gênero. A análise a posteriori foi realizada pelo teste 
de Newman-Keuls e o nível de significância foi estabelecido em p ≤ 0,05. 
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Diferenças sexuais:  
O fator gênero foi significativo em todas as análises, exceto no desafio salina. 
Portanto, as análises foram realizadas separadamente e os resultados serão apresentados 
independentemente por gênero, exceto para o desafio salina.  
 
Resposta locomotora ao ambiente novo (D0): Houve um efeito principal do gênero 
[F(1,138) = 5,25; p<0,05], em que fêmeas apresentaram maior atividade locomotora do que 
os machos (fêmeas: 1507,32 ± 753,57 x machos: 1288,72 ± 287,43, os resultados estão 
representados como média ± erro padrão). 
 
Fase de Indução da Sensibilização comportamental (Fig. 2): A ANCOVA, utilizando D0 
como co-variável, revelou um efeito principal do gênero [F(1,131)=5,33; p<0,01] e uma 
interação entre tratamento e gênero [F(1,131)=5,75; p<0,05]. Análise da interação mostrou 
que a resposta locomotora ao EtOH foi maior em fêmeas do que em machos (p<0,01).  
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Figura 2: Efeito das separações maternas, breve (SMB) e longa (SML), no desenvolvimento 
da sensibilização comportamental (fase de indução) de camundongos machos e fêmeas. A 
atividade locomotora (média erro padrão de 9-14 machos e 10-13 fêmeas/grupo/ 
tratamento) foi medida nos 5 dias de tratamento com salina (gráficos superiores) ou etanol 
(gráficos inferiores) em camundongos AFR (losango branco), SMB (quadrado cinza) e SML 
(triângulo preto), machos (gráficos da esquerda) e fêmeas (gráficos da direita). 
† - Diferente de D1 
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Fase de Expressão da Sensibilização comportamental (Fig. 3):  
 
Desafio Salina: A ANCOVA, utilizando D0 como co-variável, revelou uma interação grupo x 
tratamento x gênero [F(2,131)=3,65; p<0,05]. A análise a posteriori desta interação será 
descrita abaixo, em cada gênero. 
 
Desafio Etanol: ANCOVA (D0 como co-variável) mostrou um efeito principal do gênero 
[F(1,131)=15,70; p<0,01]. Fêmeas apresentaram maior resposta locomotora ao EtOH do 
que os machos (p<0,01).  
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Figura 3: Efeito das separações maternas, breve (SMB) e longa (SML), na expressão da 
sensibilização comportamental. A atividade locomotora (média ± erro padrão de 9-14 
machos e 10-13 fêmeas/grupo/tratamento) foi avaliada nos desafios salina (gráficos 
superiores) e etanol (gráficos inferiores) de camundongos machos (gráficos da esquerda) e 
fêmeas (gráficos da direita) AFR, SMB e SML pré-tratados com SAL ou EtOH. 
# - Diferente dos animais do mesmo grupo, pré-tratados com SAL 
@ - Diferente dos grupos AFR e SMB 
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Concentrações de CORT (Fig. 4):  
 
Basais: A ANOVA revelou efeito principal do gênero [F(1,131)=26,25; p<0,01]. Fêmeas 
apresentaram maiores concentrações de CORT do que os machos (p<0,01). 
 
Dia 1: A ANCOVA (utilizando as concentrações basais de CORT como co-variável) revelou 
efeito principal do gênero [F(1,130)=41,84; p<0,01]. A resposta de CORT à administração de 
SAL ou EtOH foi maior em fêmeas do que em machos (p<0,01) 
 
Desafio Etanol: A ANCOVA (utilizando as concentrações basais de CORT como co-variável) 
revelou efeito principal do gênero [F(1,130)=29,53; p<0,01]. Fêmeas apresentaram maior 
resposta de CORT ao etanol do que os machos (p<0,01). 
_________________________________________________________________Resultados 
25  
 
Figura 4: Concentrações plasmáticas de CORT dos animais AFR, SMB e SML: basais (sem 
tratamento), em resposta ao 1º dia de tratamento e ao desafio EtOH. Os valores estão 
representados como média (ng/ml) ± erro padrão de 9-13 camundongos/grupo/gênero. Os 
painéis superiores mostram os animais tratados com salina e os inferiores, os animais 
tratados com EtOH. Os resultados dos machos estão representados nos painéis da 
esquerda e os das fêmeas, nos painéis da direita. Nos quadros na parte superior à esquerda 
(machos) e à direita (fêmeas) estão representados os resultados das concentrações basais 
de CORT para cada grupo. 
* Diferente do grupo SMB 
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Machos: 
 
Resposta locomotora ao ambiente novo (D0): A ANOVA de 1 via mostrou que não houve 
diferenças entre os grupos [F(2,68)=0,66; p>0,05]. 
 
Fase de Indução da Sensibilização comportamental (Fig. 2): A ANCOVA revelou uma 
interação entre dia e tratamento [F(4,256)=3,83; p<0,01], mas sem efeitos principais do 
grupo, tratamento ou dia. O teste de Newman-Keuls mostrou que a atividade locomotora dos 
animais tratados com EtOH foi maior no D5 comparado com o D1 (p<0,05). 
 
Fase de Expressão da Sensibilização comportamental (Fig. 3):  
Desafio Salina: Como não houve efeito do fator gênero, a ANCOVA, utilizando D0 como co-
variável, revelou um efeito principal do tratamento [F(1,131)=9,61; p<0,01] e uma interação 
grupo x tratamento x gênero [F(2,131)=3,65; p<0,05]. O teste de Newman-Keuls revelou que 
os animais pré-tratados com EtOH apresentaram maior resposta locomotora à SAL do que 
os animais pré-tratados com SAL (p<0,01). A análise da interação mostrou que não houve 
diferenças entre os machos AFR SAL, AFR EtOH, SMB SAL e SMB EtOH, SML SAL e SML 
EtOH na resposta ao desafio SAL.  
 
Desafio Etanol: ANCOVA mostrou que não houve diferenças significativas entre os grupos, 
nem entre os pré-tratamentos na resposta locomotora ao EtOH. 
 
Concentrações de CORT (Fig. 4):  
Basais: A ANOVA mostrou que não houve diferença significativa entre os grupos. 
 
Dia 1: A ANCOVA (concentrações basais como co-variável) mostrou efeito principal do 
tratamento [F(1,63)=22,77; p<0,01], em que o tratamento agudo com EtOH produziu uma 
resposta de CORT maior do que aquela induzida por SAL (p<0,01). Além disso, houve uma 
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tendência de diferença entre os grupos quanto às respostas de CORT à administração 
aguda de EtOH ou SAL [F(2,63)= 3,017; p=0,056], em que o grupo SML tendeu a apresentar 
uma resposta de CORT maior do que os grupos AFR e SMB (p=0,07). 
 
Desafio Etanol: A ANCOVA revelou efeito principal do grupo [F(2,63)=4,51; p<0,05], em que 
os machos SML e SMB apresentaram respostas mais altas de CORT ao desafio EtOH do 
que os animais AFR (p<0,01 e p<0,05, respectivamente). 
 
 
Fêmeas: 
 
Resposta locomotora ao ambiente novo (D0): A ANOVA de 1 via mostrou que não houve 
efeito do grupo [F(2,70)=0,95; p>0,05].  
 
Fase de Indução da Sensibilização comportamental (Fig. 2): A ANCOVA mostrou um 
efeito principal do tratamento [F(1,66)=16,73; p<0,01] e interações dia x tratamento 
[F(4,264)=15,84; p<0,01] e dia x grupo x tratamento [F(8,264)=1,97; p=0,05]. A análise a 
posteriori da interação dia x tratamento revelou que os animais tratados com EtOH 
apresentaram maior atividade locomotora no D5 comparado com D1 (p<0,01), indicando o 
desenvolvimento da sensibilização comportamental. Entretanto, a análise da interação dia x 
grupo x tratamento mostrou que o desenvolvimento da sensibilização comportamental foi 
diferente para cada grupo. Enquanto que as fêmeas AFR tratadas com EtOH não 
apresentaram aumento da atividade locomotora no D5 comparado com D1, fêmeas SMB 
apresentaram aumento da atividade locomotora no D5 e as fêmeas SML exibiram o 
aumento no D4 comparado ao D1 (p<0,01), que persistiu no D5 (comparado ao D1, p<0,01), 
como mostrado na Fig. 2. 
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Fase de Expressão da Sensibilização comportamental (Fig. 3):  
Desafio Salina: A ANCOVA, utilizando D0 como co-variável, revelou um efeito principal do 
tratamento [F(1,131)=9,61; p<0,01] e uma interação grupo x tratamento x gênero 
[F(2,131)=3,65; p<0,05]. O teste de Newman-Keuls revelou que os animais pré-tratados com 
EtOH apresentaram maior resposta locomotora à SAL do que os animais pré-tratados com 
SAL (p<0,01). A análise da interação mostrou que as fêmeas SML pré-tratadas com EtOH 
apresentaram maior resposta locomotora à SAL do que as fêmeas SML pré-tratadas com 
SAL (p<0,01) e do que os grupos AFR e SMB pré-tratados com EtOH (p<0,01). 
 
Desafio Etanol: A ANCOVA mostrou um efeito principal do tratamento [F(1,66)=9,25; 
p<0,01]. A resposta locomotora ao EtOH foi maior em fêmeas pré-tratadas com EtOH do 
que em fêmeas pré-tratadas com SAL (p<0,01), independente do grupo.  
   
Concentrações de CORT (Fig. 4):  
Basais: A ANOVA mostrou um efeito principal do grupo [F(2,67)= 4,348; p<0,05], em que as 
fêmeas SML exibiram maiores concentrações de CORT do que as fêmeas SMB (p<0,05). 
 
Dia 1: A ANCOVA revelou um efeito principal do tratamento [F(1,66)=21,79; p<0,01]. A 
resposta de CORT à administração aguda de EtOH foi maior do que à administração de SAL 
(p<0,01). 
 
Desafio Etanol: A ANCOVA mostrou que não houve efeitos principais do grupo e do 
tratamento nas respostas de CORT ao desafio EtOH. 
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Os resultados podem ser resumidos da seguinte forma: 1) Fêmeas apresentaram 
maior resposta locomotora ao ambiente novo e ao etanol e maiores concentrações de 
CORT basais e em resposta ao etanol do que os machos; 2) Fêmeas SML e SMB 
desenvolveram sensibilização comportamental, sendo que este fenômeno foi mais rápido 
nas fêmeas SML; 3) As separações maternas não alteraram o desenvolvimento da 
sensibilização comportamental em machos; 4) As separações maternas não modificaram a 
expressão da sensibilização comportamental, tanto em machos, como em fêmeas; 5) 
Fêmeas SML apresentaram maiores concentrações basais de CORT do que os animais 
SMB; 6) Machos submetidos à SML e SMB apresentaram maiores concentrações de CORT 
em resposta ao desafio EtOH do que os machos AFR. 
 
Diferenças sexuais:  
Fêmeas apresentaram maior resposta locomotora ao ambiente novo e maiores 
concentrações basais de CORT do que os machos, replicando dados clássicos da literatura 
(Critchlow et al. 1963; McCormick et al. 2005; Seale et al. 2004). Além disso, a resposta de 
CORT ao EtOH em fêmeas foi maior do que em machos, o que concorda com a literatura 
que mostra que o EtOH ativa a resposta do eixo HPA (Lee & Rivier 1997; Lee et al. 2001; 
Rivier 1996) e que esta resposta é gênero-dependente (Rivier 1993). Há indícios de que as 
concentrações basais de CORT e as respostas de CORT e ACTH sejam influenciadas pelos 
hormônios sexuais, uma vez que gonadectomia abole as diferenças sexuais nas 
concentrações basais de CORT (Critchlow et al. 1963) e na resposta de ACTH ao EtOH 
(Rivier 1993); porém fêmeas ovariectomizadas continuam apresentando maior resposta de 
CORT ao EtOH do que machos castrados (Rivier 1993). Ainda assim, há trabalhos que 
mostram que machos castrados apresentam maiores respostas de ACTH e CORT ao 
estresse do que fêmeas ovariectomizadas, uma vez que a ovariectomia diminui as respostas 
de ACTH e CORT ao estresse (Seale et al. 2004) e a castração aumenta estas respostas 
(Handa et al. 1994; Seale et al. 2004). A influência dos hormônios gonadais no eixo HPA 
ocorre pela ligação destes esteróides aos seus receptores, presentes no hipotálamo e 
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hipocampo, regiões importantes para o “feedback” negativo do eixo HPA, sendo que o 
estrógeno estimula o eixo HPA, aumentando as concentrações basais de CORT e as 
respostas de ACTH e CORT a estressores físicos e psicológicos e a testosterona, o inibe. 
O tratamento crônico com EtOH aumentou a atividade locomotora de machos e 
fêmeas, comparado com o dia 1, indicando o desenvolvimento da sensibilização 
comportamental. Este fenômeno foi mais evidente nas fêmeas, que mostraram um aumento 
de mais de 50% da atividade locomotora no dia 5 comparado com o dia 1, enquanto que os 
machos apresentaram um aumento de apenas 30%. Estes dados estão de acordo com 
trabalhos que mostram que fêmeas sensibilizam mais do que os machos (Becker et al. 
2001; Chin et al. 2002; Phillips et al. 1997; Roberts et al. 1995). Este efeito pode ser devido 
ao fato de que fêmeas apresentam maior liberação de DA no N. Acc em resposta ao EtOH 
do que machos (Blanchard et al. 1993), que é uma área envolvida no processo de 
sensibilização comportamental (Robinson & Berridge 1993). Os hormônios gonadais 
poderiam influenciar estas diferenças sexuais na liberação de DA e na sensibilização 
comportamental. Segundo o modelo proposto por Becker em 1999, o estrógeno estimularia 
a liberação de DA no estriado e N. Acc, que poderia ser realizada por meio de 2 prováveis 
mecanismos: o estrógeno inibiria os neurônios GABAérgicos nos terminais DA ou o 
estrógeno atuaria diretamente nos terminais dopaminérgicos, produzindo uma “down-
regulation” dos receptores dopaminérgicos D2, pré-sinápticos. Essa idéia é corroborada por 
dados de que a ovariectomia diminui a hiperatividade das fêmeas após tratamento crônico 
com cocaína comparado aos machos (Harrod et al. 2005) e previne o aumento progressivo 
da atividade locomotora à morfina (Stewart & Rodaros 1999). Além disso, o tratamento com 
estrógeno em fêmeas ovariectomizadas aumenta a sensibilização comportamental à 
cocaína comparada com machos ou com fêmeas ovariectomizadas sem reposição (Hu & 
Becker 2003). No entanto, outros estudos mostram que a ovariectomia não afeta a indução 
e a expressão da sensibilização comportamental (ver revisões (Becker 1999; Becker et al. 
2001) e que fêmeas ovariectomizadas apresentam mais sensibilização aos efeitos 
rotacionais e comportamentos estereotipados do que machos castrados (Becker et al. 
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2001). Estes resultados sugerem que há outros fatores envolvidos nas diferenças sexuais 
na sensibilização comportamental além dos hormônios gonadais. 
 
Efeitos das separações maternas na fase de indução da sensibilização 
comportamental: 
A separação materna não modificou o desenvolvimento da sensibilização 
comportamental em machos, mas alterou seu desenvolvimento em fêmeas. Fêmeas AFR 
não mostraram aumento da atividade locomotora ao EtOH no último dia de tratamento 
comparado com o primeiro, indicando que este grupo não desenvolveu a sensibilização 
comportamental. No entanto fêmeas submetidas às separações maternas desenvolveram 
sensibilização comportamental, sendo que nas fêmeas SMB, esta ocorreu no último dia e 
nas fêmeas SML, no quarto dia de tratamento. Estes resultados mostraram que as 
separações maternas facilitaram o desenvolvimento da sensibilização comportamental, 
sugerindo um aumento da vulnerabilidade ao abuso de drogas, principalmente nas fêmeas 
SML, que apresentaram sensibilização mais rápida. Além disso, podemos afirmar que houve 
sensibilização cruzada entre o estresse da separação materna e o desenvolvimento da 
sensibilização comportamental ao EtOH somente nas fêmeas, o que concorda com outros 
trabalhos que mostram sensibilização cruzada entre separação materna e sensibilização 
comportamental à psicoestimulantes (Kikusui et al. 2005; Meaney et al. 2002) e com 
trabalhos que mostram que a relação entre estresse e sensibilização comportamental ao 
EtOH é gênero-dependente. Um trabalho do nosso laboratório mostrou que o estresse não 
altera o desenvolvimento da sensibilização comportamental em camundongos machos 
(Trindade 2006), diferindo do que ocorre com fêmeas, em que há sensibilização cruzada 
entre estresse e etanol (Phillips et al. 1997; Roberts et al. 1995).  
 
Efeitos das separações maternas na fase de expressão da sensibilização 
comportamental: 
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Camundongos pré-tratados com EtOH apresentaram maior atividade locomotora em 
resposta à SAL do que aqueles pré-tratados com SAL, indicando que esses animais possam 
ter condicionado a droga ao contexto, sendo mais evidente nas fêmeas SML. A 
apresentação de hiperatividade condicionada à droga, que foi demonstrada no desafio SAL, 
é um indicador da ocorrência de sensibilização (ver (Itzhak & Martin 2000), e também 
sugere que nas fêmeas SML o pareamento das administrações de etanol ao ambiente de 
teste provavelmente contribuiu para o desenvolvimento acelerado da sensibilização ao 
etanol. O contexto tem um papel importante na dependência de drogas, sendo capaz de 
restabelecer o comportamento de busca pela droga (“seeking behavior”) (Zironi et al. 2006). 
Assim, seria possível supor que as fêmeas SML estariam mais vulneráveis aos efeitos – 
condicionados ou incondicionados - do etanol, o que sugere um aumento da vulnerabilidade 
ao abuso de drogas nessas fêmeas.  
As fêmeas pré-tratadas com EtOH apresentaram maior atividade locomotora no 
desafio EtOH do que as fêmeas pré-tratadas com salina, expressando a sensibilização 
comportamental. A expressão da sensibilização comportamental nas fêmeas parece ter tido 
uma participação importante do condicionamento contextual. Estudos anteriores mostram 
que o condicionamento contextual é um importante efeito das drogas de abuso e participa 
no fenômeno da sensibilização comportamental (Itzhak & Martin 2000; Quadros et al. 2003; 
Robinson & Berridge 2003; Takahashi 2006).  
A ausência de sensibilização nos animais AFR foi surpreendente. Porém, é 
necessário levar em consideração que os camundongos exibem diferenças individuais no 
desenvolvimento de sensibilização comportamental (Quadros et al. 2003; Souza-Formigoni 
et al. 1999). Quando os animais AFR tratados com etanol foram classificados em alta e 
baixa sensibilização, houve uma clara diferença entre estes subgrupos no desenvolvimento 
e expressão da sensibilização comportamental. Por não ter sido o enfoque do presente 
estudo e o número de animais não ter sido suficiente para uma análise estatística confiável, 
os resultados dos grupos AFR com a subdivisão entre alta e baixa sensibilização estão nos 
Anexos 1 (machos) e 2 (fêmeas), somente para fins de visualização.  
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 As separações maternas, longa ou breve, não modificaram a expressão da 
sensibilização comportamental em machos ou em fêmeas. Em um estudo prévio observou-
se um efeito gênero-dependente da separação materna longa, em que fêmeas SML exibem 
sensibilização comportamental durante a fase de indução, mas não na fase de expressão, 
enquanto que em machos, a separação materna longa potencializa tanto a indução como a 
expressão da sensibilização comportamental à cocaina (Kikusui et al. 2005). Esta diferença 
nos efeitos da SML entre as fases de indução e expressão pode ser devida aos GCs, uma 
vez que a adrenalectomia bloqueia a indução da sensibilização comportamental, mas não 
modifica sua expressão (Johnson et al. 1995; Prasad et al. 1996; Przegalinski et al. 2000). 
Uma possível explicação para um efeito da SML somente na fase de indução é que a fase 
de indução está relacionada com aumento da transmissão dopaminérgica na ATV (Kalivas & 
Stewart 1991). Uma vez que neurônios dopaminérgicos da ATV apresentam receptores GR 
(Harfstrand et al. 1986), a CORT pode modular a ativação destes neurônios. Enquanto que 
a fase de expressão está relacionada com o N.Acc.  
Extrapolando para os humanos, os nossos resultados sugerem que um estresse no 
início da vida acelera a aquisição da dependência ao álcool na idade adulta, principalmente 
em mulheres.  
 
Efeitos das separações maternas nas concentrações plasmáticas de CORT: 
As fêmeas submetidas à SML apresentaram maiores concentrações basais de CORT 
do que as fêmeas submetidas à SMB; porém, as respostas de CORT à administração de 
SAL ou de EtOH não foram significativamente diferentes. Este foi um dos resultados 
surpreendentes deste estudo, uma vez que dados do nosso laboratório e da literatura 
mostram que as manipulações neonatais não interferem nas concentrações basais de 
CORT em machos (Plotsky & Meaney 1993; Tiba et al. 2004) e em fêmeas (Wigger & 
Neumann 1999). As manipulações teriam um efeito somente na responsividade do eixo HPA 
ao estresse, de forma que os animais SML apresentam resposta de CORT ao estresse 
maior do que os animais controle (Kalinichev et al. 2002b; Ladd et al. 2000) e SMB (Huot et 
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al. 2001; Kalinichev et al. 2002b; Ladd et al. 2000; Ladd et al. 2004; Ladd et al. 2005; Parfitt 
et al. 2004; Plotsky & Meaney 1993). A administração aguda de SAL ou de EtOH produziu 
aumento das concentrações plasmáticas de CORT comparadas ao basal; além disso, houve 
uma tendência dos animais SML de apresentarem maiores respostas à administração aguda 
de SAL ou EtOH do que os animais SMB e AFR. Apesar de a injeção por si só ter 
aumentado as concentrações de CORT (administração de salina), a administração de EtOH 
aumentou ainda mais essas concentrações, corroborando dados da literatura que mostram 
que o EtOH ativa a resposta do eixo HPA (Lee & Rivier 1997; Lee et al. 2001; Rivier 1996).  
A administração crônica de EtOH não alterou a resposta do eixo HPA à droga, uma 
vez que a resposta no desafio EtOH foi semelhante à resposta no dia 1 (aguda). Estes 
dados diferem de resultados anteriores que mostram que após administrações repetidas de 
EtOH, ocorre uma tolerância na ativação do eixo HPA (Lee & Rivier 1997; Rivier & Lee 
2001). Enquanto que nas fêmeas, não houve diferenças entre os grupos na resposta de 
CORT ao desafio EtOH, nos machos, o aumento das concentrações de CORT foi mais 
pronunciado nos animais SML e SMB. Este resultado concorda em parte com dados da 
literatura que mostram uma hiperatividade do eixo HPA nos animais SML (Kalinichev et al. 
2002b; Ladd et al. 2000; Meaney et al. 1996), mas contradiz os resultados que mostram 
uma atenuação da resposta do eixo HPA ao estresse nos animais SMB (Levine 1967; 
Meaney et al. 1996; Meerlo et al. 1999; Parfitt et al. 2004; Plotsky & Meaney 1993; Pryce & 
Feldon 2003). Uma possibilidade para a discrepância dos nossos resultados comparados 
com os resultados de outros laboratórios pode ser o tipo de estressor utilizado, uma vez que 
os outros estudos utilizaram estresse sonoro (Parfitt et al. 2004) e restrição (Plotsky & 
Meaney 1993), enquanto que neste estudo, verificamos a resposta de CORT ao EtOH. 
Outra fonte potencial de diferença entre nossos resultados e os da literatura refere-se ao 
tipo de grupo controle utilizado. Até recentemente, os estudos utilizavam, em sua grande 
maioria, animais controle não-manipulados, que normalmente apresentam uma resposta 
intermediária entre os grupos SMB e SML. Contudo, o uso de animais AFR alterou os 
resultados relativos das separações maternas, breve e longa (relativo ao grupo controle). 
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Assim, muitos dos resultados dos grupos SMB e AFR são semelhantes, diferindo mais 
intensamente daqueles do grupo SML.  
 
CORT e sensibilização comportamental: 
Segundo a teoria proposta por Piazza & Le Moal (1998), os GCs atuam na via 
dopaminérgica mesolímbica, aumentando a liberação de DA no N. Acc. Esta ação, mediada 
pela ligação dos GCs aos seus receptores GR presentes na ATV (Harfstrand et al. 1986), 
poderia explicar o efeito do estresse em aumentar as respostas comportamentais às drogas 
(Piazza & Le Moal 1998; Rouge-Pont et al. 1998). Evidências para esse efeito são dadas por 
estudos em que a adrenalectomia (retirada das glândulas adrenais) diminui a liberação de 
DA no N. Acc induzida por estresse, enquanto que a reposição com CORT reverte este 
efeito (Rouge-Pont et al. 1998). Além disso, em animais estressados, a metirapona resulta 
em diminuição da liberação de DA no N. Acc e da resposta locomotora em resposta à 
cocaína (Rouge-Pont et al. 1995). Além disso, a adrenalectomia diminui a sensibilização 
comportamental à nicotina (Johnson et al. 1995), efeito esse que pode ser revertido pelo 
tratamento com CORT e dexametasona, um GC sintético, agonista do receptor GR, mas 
não com o agonista MR, aldosterona, mostrando que os receptores GR são mais 
importantes para a sensibilização comportamental do que os receptores MR (Johnson et al. 
1995).  
Apesar do uso de éter como anestésico para a coleta de sangue do plexo retro-
orbital que reconhecidamente é um estressor (Laborie et al. 2005), a sensibilização 
comportamental parece não ter sido influenciada pelo anestésico, uma vez que um outro 
experimento com fêmeas e machos AFR, sem o uso do éter, apresentou resultados 
semelhantes aos do presente estudo. 
Apesar das evidências de que os GCs teriam um papel importante na sensibilização 
comportamental, os nossos resultados concordam com o trabalho de Badiani et al. (1995) 
que mostram ausência de relação entre as concentrações de CORT e a sensibilização 
comportamental. Tanto as concentrações basais de CORT como as respostas de CORT ao 
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EtOH não apresentaram relação com a sensibilização comportamental. Primeiramente, 
porque as fêmeas AFR apresentaram concentrações basais de CORT que não diferiram dos 
outros grupos, mas não desenvolveram a sensibilização comportamental. Segundo, porque 
os machos SMB e SML apresentaram maiores respostas de CORT, mas não da resposta 
locomotora ao desafio EtOH. Assim como as concentrações de CORT não modificaram a 
sensibilização comportamental, esta também não modificou as concentrações de CORT ao 
desafio EtOH, uma vez que a resposta de CORT ao EtOH foi semelhante à resposta aguda 
(dia 1), sem diferenças entre os grupos. Estes resultados concordam com os resultados de 
Jezova e colaboradores (2004) em que a sensibilização comportamental à morfina não é 
acompanhada por alterações nas concentrações de CORT, mas por uma diminuição da 
resposta de ACTH. No entanto, estes resultados não excluem a influência da CORT na 
sensibilização comportamental, que poderia ser testada verificando o desenvolvimento da 
sensibilização comportamental em animais adrenalectomizados com reposição de CORT 
em diferentes concentrações. Entretanto, existe a possibilidade de que a sensibilização 
comportamental não esteja associada com alterações na resposta de CORT, mas sim com 
aumento na sensibilidade das glândulas adrenais ao ACTH, uma vez que este trabalho 
mostra uma dissociação entre as respostas de ACTH e CORT à morfina. Efeito semelhante 
parece ocorrer com o tratamento crônico com EtOH, pois observa-se diminuição da resposta 
de ACTH ao EtOH (Lee & Rivier 1997; Rivier & Lee 2001), sem alterações na resposta de 
CORT (nossos resultados).  
 
Outros sistemas envolvidos: 
Esta alteração na sensibilidade das glândulas adrenais pode indicar que outros 
componentes do eixo HPA estariam alterados nos animais SML e participariam na 
facilitação do desenvolvimento da sensibilização comportamental. Muitos trabalhos mostram 
aumento de RNAm de CRH no hipotálamo de animais SML (Huot et al. 2004; Ladd et al. 
2005; Meaney et al. 1996; Plotsky & Meaney 1993). O CRH está envolvido com o 
alcoolismo, principalmente com a síndrome de abstinência (Valdez & Koob 2004). A 
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administração de antagonistas de CRH diminui a auto-administração de etanol em animais 
tratados com EtOH após um período de abstinência (Valdez et al. 2002), principalmente 
naqueles dependentes, sem alteração nos animais não-dependentes (Funk et al. 2007).  
Outra possibilidade seria a modificação no sistema DA. Animais submetidos à SML 
apresentam maiores concentrações de DA em amostras de estriado do que os animais 
controle. O aumento da transmissão DA no N. Acc poderia explicar a sensibilização 
comportamental mais rápida nas fêmeas SML. Além disso, esses animais apresentam 
menores níveis de transportador de DA (DAT) no N. Acc e Caudado/Putamen; esses 
transportadores são responsáveis pela captação de DA na fenda sináptica, o que acarretaria 
em menor captação de DA na fenda sináptica e, portanto, em acúmulo de DA no N. Acc. 
(Meaney et al. 2002). Porém, esse resultado não é consensual, uma vez que um estudo 
recente mostrou que não há diferenças nos níveis de DAT em animais SML comparados 
com os controles, tanto em machos como em fêmeas (Kikusui et al. 2005). 
Finalmente, modificações no sistema serotoninérgico também poderiam justificar 
nossos resultados, uma vez que animais submetidos à SML apresentam menores 
concentrações de serotonina no hipocampo e no CPF do que os animais controle (Matthews 
et al. 2001). Além disso, o tratamento com paroxetina, um inibidor seletivo da recaptação de 
serotonina, reverte o aumento de consumo de EtOH em ratos machos submetidos à SML 
(Huot et al. 2001). Porém, cronicamente, a fluoxetina e a paroxetina (ambos inibidores 
seletivos da recaptação de serotonina) produzem aumento de atividade locomotora no 
desafio com EtOH, da mesma forma que o tratamento crônico com EtOH (Goeldner et al. 
2005), indicando que estes tratamentos podem produzir neuroadaptações semelhantes. 
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Em machos, as separações maternas, longa e breve, não modificaram a 
sensibilização comportamental, mas alteraram a resposta de CORT ao EtOH comparadas 
com camundongos AFR. 
Nas fêmeas, as separações maternas facilitaram o desenvolvimento da 
sensibilização comportamental, sendo que as fêmeas SML desenvolveram o fenômeno mais 
rapidamente. Além disso, a maior resposta locomotora das fêmeas SML tratadas com EtOH 
no desafio SAL indica a ocorrência de condicionamento contextual nestas fêmeas. Estes 
dois resultados sugerem que a separação materna longa resulta em maior vulnerabilidade 
ao abuso de drogas. Tanto as concentrações basais de CORT como em resposta ao EtOH 
não parecem estar envolvidas com esta aceleração da sensibilização comportamental. 
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ANEXO 1: Atividade locomotora (média ± erro padrão) durante a fase de indução (A) 
e expressão (B) da sensibilização comportamental em camundongos machos AFR tratados 
com SAL (n=10), tratados com EtOH classificados como baixa (n=4) e tratados com EtOH 
classificados como alta sensibilização (n=4). Os animais foram classificados conforme a 
atividade locomotora no dia 5, em que a metade superior foi classificada como alta e a 
metade inferior como baixa. 
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ANEXO 2: Atividade locomotora (média erro padrão) durante a fase de indução (A) 
e expressão (B) da sensibilização comportamental em camundongos fêmeas AFR tratados 
com SAL (n=10), tratados com EtOH classificados como baixa (n=5) e tratados com EtOH 
classificados como alta (n=5) conforme a atividade locomotora no dia 5. Os animais foram 
classificados conforme a atividade locomotora no dia 5, em que a metade superior foi 
classificada como alta e a metade inferior como baixa. 
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Rationale: Early life stress is associated with dysfunction of the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis, and with aspects involved in drug abuse.  
Objectives: We investigated the effects of brief (BMS) and long maternal separation (LMS) 
on the HPA axis response and behavioral sensitization to ethanol (EtOH) in male and female 
mice.  
Methods: From PND 2 to 14, pups were subjected to daily maternal separation for 15 min 
(BMS) or 180 min (LMS) or no separated, only handled during cage cleaning (animal facility 
rearing - AFR). As adults, animals were treated every other day with saline (SAL) or EtOH 
(2.2 g/kg), i.p., for 10 days, and immediately after the administration, their locomotor 
response was evaluated for 15 min. Forty-eight hours after the 5th administration, all animals 
were challenged with saline, followed 48 h later, by an EtOH challenge. Corticosterone 
(CORT) plasma levels were determined one week before the beginning of treatment (basal), 
twenty minutes after the 1st administration and twenty minutes after the EtOH challenge.  
Results: LMS females showed higher basal CORT levels than BMS females, but not in 
response to ethanol. Repeated EtOH treatment induced behavioral sensitization only in BMS 
and LMS female, but in LMS females this effect occurred faster than in BMS (4th day and 5th 
day of treatment, respectively). The EtOH challenge evidenced the occurrence of behavioral 
sensitization in EtOH-pretreated animals, especially in females.  
LMS and BMS showed similar basal CORT levels than AFR male mice. EtOH 
administration increased CORT levels in all animals, but this effect was more robust in LMS 
and BMS male mice. Repeated EtOH treatment induced behavioral sensitization in all male 
mice, regardless rearing condition. 
Conclusions: LMS and BMS produced gender-dependent effects. In females, LMS and BMS 
facilitated the development of behavioural sensitization, but in the LMS group this effect 
occurred faster, which may represent increased vulnerability to drug abuse. Moreover, LMS 
females showed higher basal CORT levels compared to BMS. In males, LMS and BMS 
increased the CORT response to EtOH but did not modify behavioural sensitization. 
Therefore, we postulate that LMS female mice exhibited a faster development of behavioural 
sensitization, but CORT levels were not involved with this effect. 
 
 
